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(54) Vorrichtung und Verfaliren zum Abscheiden von magnetischen Mikropartikeln 



(57) Die Erf indung betrifft eine Vorrichtung zur Absc- 
heidung von magnetischen Mikropartikein in einer RQs- 
sigkeit durch ein magnetisches Feid. Die Mikropartikel 
enthaltende RQsslgkeit befindetsich wdhrend des Absc- 
heidungsvorganges innerhalb einer Pipettenspitza 
Weiterhin umfaBt die Erf indung ein Verlahren zur Absc- 
heldung von Mikropartikelnund ein Verfahren zur Wbs- 
chung von Mikropartikein. 
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Beschrelbung 

Die vorligende Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
und ein Verfdhren zum Abscheiden von magnetischen 
Mikropartikein aus einer Suspension von magnetischen 
Mikropartikein In einer FIDssigkeit durch ein mag- 
netisches Feld. Die Vorrichtung besitzt eine Pipette, eine 
an die Pipette angeschlossene Pumpe, einen Magneten 
und eine Vonrichtung zur Bewegung der Pipette in Rich- 
tung auf den Magneten und von diesem weg. 

Eine Abscheidung von rnagnetischen Mikropartikein 
wifd vor allem fOr Immunoassays und bel DNA-Testen 
eingesetzt. Eine Durchfuhrung Immunologischer Reak- 
tionen auf der Oberfldche beschichteter, niagnetischer 
Partikel enndglicht eine einfache Trennung von gebun- 
denen und freien Reaktionspartnern, da die mag- 
netischen Partikel durch magnetische Krdfte 
festgehalten warden und die restiiche ReaktionslOsung 
entfernt werden kann. 

Im Stand der Technik wird die Abscheidung von bes- 
chichteten, nnagnetischen Partikeln bereits fOr die 
DurchfOhrung von immunoassays genutzL In der 
europftlschen Patentanmeldung EP-A-O 339 980 wird 
eine Apparatur (Flguren 10 und 1 1) beschrieben. mit der 
eine Suspension von magnetischen Mikropartikein 
durch ein Magnetfeld getrennt und die Partikel auf einem 
Spezlaldraht abgeschieden werden, der sich im Inneren 
des ReaktionsgefaBes beflndel Urn die Mikropartlkel 
von dem Draht zu Idsen, wird dieser Vibrationen ausge- 
setzt. DieApparatur weist den Nachteil auf, daB sehr 
hohe Magnetfekler zur Verfugung gestellt werden mus- 
sen und auBerdem ein RQttier notwendig ist. Das 
beschrlebene Gerdt ist nur schwer in bestehende 
Geratekonzepte zu integrieren, da weder starke Mag- 
neten, noch Rtmier oder die beschriebenen Spe- 
zialdrfihte in herkOmmlichen Analysegerdten vorhanden 
sind. 

Aufgabe der Erfindung war es. eine Vonrichtung und 
ein Verfahren zum Abscheiden und Waschen von mag- 
netischen Mikropartikein zur VerfOgung zu stellen. das 
in bestehende Geratekonzepte mit geringem Aufwand 
integriert werden kann und f Qr das wenige Vorrichtung en 
notwendig sind. 

Die Aufgabe wurde durch das zur VerfOgungstellen 
einer Vorrichtung zum Abscheiden von magnetischen 
Mikropartikein aus einer Suspension von magnetischen 
Mikropartikein in einer RQssigkeit durch ein mag- 
netisches Feld, die eine Pipette, eine an die Pipette 
angeschlossene Pumpe. einen Magneten und eine Vor- 
richtung zur Bewegung der Pipette in Richtung auf den 
Magneten und von diesem weg oder eine Vorrichtung 
zur Bewegung des Magneten zur Pqsette und von dieser 
weg beinhaltet, wobei die Abscheidung der mag- 
netischen Mikropartlkel an der Innenwand der Pipette 
erfolgt gelOst. 

Viele immunologische Assays konnten durch die 
EnfQhrung von beschichteten magnetischen Mikropar- 
tikein vereinfacht werden. Die magnetischen Mikrojsar- 
tikel nehmen bel diesen Prozessen die Funktion einer 



Festphase ein. Der Einsatz von magnetischen Mikropar- 
tikein ist dann vorteilhaft wenn in dem durchzufOhrenden 
Test eine Trennung von gebundenen und ungebundenen 
Reakttonspartnern notwendig ist Da die DurchfOhrung 

5 immunologischer Tests mit magnetischen Mikropartikein 
im Stand der Technik bekannt ist (z. B. US-4,21 9,335), 
wird an dieser Stelle nicht ndher auf den chemlschen 
bzw. immunoiogischen Aspekt eingegangen. 

Unter magnetischen Mikropartikein sollen solche 

10 Mikropartlkel verstanden werden, die durch ein mag- 
netisches Feld angezogen werden. Die Mikropartlkel 
kOnnen demnach selbst eine Magnetisierung besitzen. 
Bevorzugt sind jedoch solche Materialien, die eine 
mOglichstkleine Remanenz aufweisen. Das Material der 

IS Mikropartikel kann ein zusammengesetztes Material 
sein, beispielswelse eine Matrix die magnetisch anzieh- 
bare Teilchen enthait. Bei dem magnetisch anziebarem 
Material kann es sich betspielsweise urn Eisen. Eisenox- 
We, Nickel-, Kobalt- oder Chromoxid handeln. Ein oder 

20 mehrere Teilchen dieses Materials kOnnen In einer 
Matrix eingdbettet sein. Die Matrix kann aus einer Viel- 
zahi von Materialien. z. B. organischen oder anorga- 
nischen Polymeren bestehen. 

FOr die voriiegende Erfindung werden Iseschichtete 

25 Mikropartikel eingesetzt. Die Beschichtung kann z. B. 
aus einem Polymer bestehen, das auf seiner Oberfiache 
reaktive Gruppen trdgt (US-4,454.234) oder mit einer 
biologlsch aktlven Kbmponente beschtohtet ist (US- 
4,177,253, US-3,933,997). Sowohl die Herstellung von 

30 magnetischen Mikropartikein als auch deren Beschich- 
tung ist im Stand der Technik hinianglich bekannt (US- 
4.297,337, DE-A-30 14036). Mitbiologisch aktiven Grup- 
pen beschkditete Mikropartikel sind ebenfalls im Handel 
erhaiUich, z. B. von den Firmen Dynal Tech und RhOne- 

35 Poulenc. Die von diesen Firmen vertrielsenen Mikropar- 
tikel besitzen den Vorteil, daB sie eine relativ geringe 
Dichte aufweisen. so daB relativ groBe Mikropartikel Ver- 
wendung f inden kOnnen. Mit zunehmender Dichte steigt 
die Sedimentationsgeschwindigkeit der Mikropartikel 

40 und der Durchmesser der verwendeten Mikropartikel 
muB reduziert werden. um eine ungewollte Trennung der 
Suspension durch die Schwerkraft zu vermeiden. Die 
Beads der Rrma Dynal weisen einen Durchmesser von 
2,8 m bei einer Dichte von etwa 1,3 auf. Mikropartikel 

45 der Finna RhOne-Poulenc besitzen einen Durchmesser 
von 0,5 bis 2 (im bei einer Dichte von ebenfalls 1 ,3. Wer- 
den Beads dieser Rrmen in wdssrigen LOsungsmitteIn 
suspendiert, so dauert es Stunden, bis eine Trennung 
durch Einwirtojng der Schwerkraft erfolgt. Es kflnnen mit 

so diesen Beads daher Analyseprozesse durchgef Qhrt wer- 
den, ohne daB zusdtzltehe Vomchtungen zum RQtteIn 
Oder Ultraschallvonichtungen notwendig wdren, um die 
Suspension stabll zu halten. 

Eine erfindungsgemflBe Apparatur beinhaltet eine 

55 Pipette, in die eine Suspension von magnetischen 
Mikropaltikeln aufgenommen werden kann. Pipetten 
besitzen in der Regel eine zylindrische Gestalt mtt jew- 
eils einer Offnung an den Stimseitea Innertiab einer 
erfindungsgemaBen Apparatur kOnnen auch Pipetten 
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eingesetzt werden, die beispielsweise Bereiche mit rech- 
tecWgem Querschnitt enthalten. Erfindungswesentlich 
tst es, daB der Pipettertinnenraum vom Magnetfeld 
durchdrungen werden kann, sofern ein Magnet an die 
' AuBenwand der Pipette angetegt wird. Das Pipettenma- 5 
terial muB demnach fOr magnetische Feldlinien durch- 
lassig eein, wobei in der Regel Gldser und Kunststoffe 
eingesetzt werden. Bevorzugt besteht die Pipette aus 
einem In der Regel zylindrischen GrundkOrper, auf den 
eine Kunststoffepitze, genannt Tip, aufgestecKt ist. Die 10 
in die Pipette aufgenommenen ROssigke'rten befinden 
sich Inneitialb des Tips, in dem auch die Abtrennung der 
magnetlschen Mikropartikel erblgen kann. Die Ver- 
wendung von Tips bietetden Vorteil, daB sie nach Benut- 
zung verworfen werden kOnnen und somit eine is 
Reinigung von evtl. zurQckgebliebenen Beads nicht not- 
wendig ist Der Pipetteninnenraumsollte mOglichst keine 
Nischen Oder Kanten besitzen, da dies einen quantita- 
tiven AusstoB von in der Pipette niedergeschlagenen 
magneb'schen Mikropartikein behindert. Bevorzugt wer> 20 
den fur die PIpetten Zylinder mit relativ Mernem 
Durchmesser. etwa im Bereicli von wenigen Miliimetern 
bis zu 2 cm. Pipetten mit Qber ihrer LAnge gleich- 
mdBlgem Innendurchmesser sind geeignet, vorteilhaft 
sind jedoch Pipetten, die an einem ihrer Enden konisch 25 
verjOngt sind. 

Die Innenwandung einer verwendeten Pipette soltte 
glatt sein. Es kSnnen auch Pipetten eingesetzt werden, 
deren innenwandung gieitfdhig beschichtet ist. z. a mit 
Sitanen. 30 

Zur FQllung der Pipette mit Suspensionen und 
LOsungen wird eine ihrer Offnungen mit einer Pumpe 
verbunden. Sowohl die Elemente, urn eine Ankoppelung 
der Pipette an die Purnpe zu en'eichen, als auch die 
Punrpe als solche, sind im Stand der Technik fOr Analy- 3s 
seautomaten bekannt 

Als Magnet zur Abschetdung der magnetischen 
Mikropartikel kOnnen sowohl elektrische ais auch Per- 
manentmagneteverwendet werden. Bevorzugt sind Per- 
manentmagnete, da diese beim Betrieb keine Wfirme 40 
entwickein, die eine Analyse stOren kOnnte. Starke Per- 
manentmagnete weisen einen magnetischen Flu 3 auf, 
der hinreichend ist, um magnetische Mikropartikel aus 
einer Suspension abzuscheiden, die eine Schichtdicke 
von bis zu wenigen Zentimetern aufweist. Die verwen- 4s 
deten Magneto besrtzen bevorzugt die Form eines Stab- 
magneten. Es sind jedoch auch mannigfaltige andere 
Formgebungen mOglich, wobei in der Regel die Form so 
gewahK wird, daB nur ein magnetischer Pol in die Ndhe 
der Pipette gebracht wird. Die Rdche des Magneten, die so 
in die Nahe der Pipette gebracht wird. soltte in ihrem 
Querschnitt nicht wesentlich Meiner sein als der 
Durchmesser der Pipette. Diese Rdche des Magneten 
kann planar sein, bevorzugt Ist jedoch eine konkave W6I- 
bung der FlSche, 50 daB sich der Magnet der Man- 55 
telf idche der Pipette anpaBt. Bevorzugt ist diese konkave 
Fiache so Mein, daB sie weniger als eine Habseite der 
Mantetfiache der Pipette umfaBt. da so im Innern der 
Pipette ein stark inhonnogenes Magnetfeld erzeugt wird. . 



Der Magnet kann fest innerhalb der Apparatur posi- 
tioniert werden oder aber an einer Vonichtung befestigt 
sein, die zu seiner Bewegung im.Raum dient Zur Vere- 
infachung der Konstruktion ist eine starre Posrtionierung 
des Magneten erfindungsgemSB bevorzugt. 

Eine erfindungsgemdBe Vomchtung besitzt wetter- 
hin eine Vorrichtung zur Bewegung der Pipette im Raum. 
In gangigen Analyseapparaten werden bereits Pipetten 
verwendet die sich an einem Roboterarm mit ein oder 
mehreren Freiheitsgraden befinden. Geeignet sind fOr 
die Erf indung solche Roboterarme, die sich In ein oder 
zwei Richtungen parallel zur Grundfidche des Analy- 
seautomaten und senkrecht dazu bewegen kfinnen. 
AuBerdem geeignet sind sogenannte Rz-Aime, die eine 
Rotationsbewegung und eine Bewegung senkrecht zur 
Grundfiache des Analyseautomaten durchfQhren. 

Die Vorrichtung zur Bewegung der Pipette dient zur 
Bewegung der Pipette auf den Magneten zu und von 
diessm wag. Prinzipiell ist eine Bewegung unter der Kon- 
trolle von Abstandssensoren mOglich. Aufgrund des 
hohen Aufwandes ist es bevorzugt, die Bewegung der 
Pipette so zu programmieren, daB der Abstand zwischen 
Pipette und Magnet und auch eine spdter erfolgende 
Relativbewegung von Pipette und Magnet optimal Ist. 
Von der Erfindung soil auch eine AusfOhrungsfbnm mit 
umfaBt sein, bei der der Magnet auf die Pipette zubewegt 
wird. 

Zur Abscheidung der magnetischen Mikropartikel 
an der Innenwandung der Pipette ist es nicht notwendig, 
den At3stand zwischen Magnd und Pipette sehr exakt 
einzustelten. Je nSher jedoch Magnet und Pipette 
gebracht werden. desto schneller ist mit einer quantita- 
tiven Abscheidung zu rechnen. 

Die Zeit fOr eine quantitative Abscheidung kann 
empirisch aufgrund der Kiarung der trOben Suspension 
ermittelt werden. FQr eine Verwendung der Vorrichtung 
innerhalb eines Analyseautomaten ist es nicht not- 
wendig, die Abscheidungszeit fOr jeden Vorgang neu zu 
bestimmen. Es ist mOglich, fOr eine gegebene Vomch- 
tung eine Zeit anzugeben, in der fOr alie verwendeten 
FIQssigkeiten eine vollstdndige Abscheidung eneicht 
werden kann. Fur spezielle Anwendungen ist es natOr- 
lich auch mOglich, eine Detektierung der Abscheidung 
vorzunehmen. Dies kann beispielsweise erfolgen, in 
dem der Pipetteninhatt durchstrahit und die hindurchtre> 
tende Sirahlungsmenge detektiert wird. 

Die Erfindung beinhattet weiterhin ein Verlahren 
zum Waschen von magnetischen Mikropartikein mit den 
Schritten 

a) Bereitstellen einer Suspension von magnetischen 
Mikropartikein in einer ersten RQssigkeit, 

b) Auf nehmen der Suspension in eine Pipette, 

c) FOhren der Pipette an einen Magneten oder 
FQhren des Magneten an die Pipette, 

d) AusstoB der ersten Flussigkeit aus der Pipette, 

e) Aufnehmen einer zweiten RQssigkeit in die 
Pipette, . 
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f) AusstoBen der zweiten FIQssigkeit mh den in ihr 
suspendierten Mikropartikein aus der Pipette in ein 
AuffanggefaB. 

Das Waschen von magnetischen MikropaitiKeIn ist 
Innerhaib eines Analyseablaufes notwendig, wenn unge- 
bundene Reaktionspartner entfernt werden sollen. 
AuBerdem hat es sich herausgestellt. daB beschichtete 
magnetische MikropaiUkel bei ihrer Ijigerung Telle der 
Beschlchtung freisetzen. Zur Steigerung der Anatyseg- 
enauigkeit hat es sich demnach als vorteilhaft enwiesen, 
die Mikropartikel direkl vor ihrer Verwendung zu 
waschen. urn freigesetzte Teileder Beschichtung zu ent- 
fernen. 

Magnetische Mikrapartlkel werden bereits vom Her- 
steller als Suspension geliefert Diese Suspensronen 
bes'rtzen die hydrodynamischen Eigenschaften von RQs- 
sigkeiten und kOnnen demnach genauso wie Flussig- 
keiten in eine Pipette aufgezogen werden. Dies erfolgt. 
in dem die offene PIpettenspitze In die Suspension 
gebracht und Qber die an der Pipette angeschlossene 
Pumpe der Innendruck der Pipette vermindert wird. im 
Stand der Technik sind Vorrichtungen bekanrrt. defini- 
erte FlOssigkeitsmengen zu pipettieren. Diese Qerdte 
nennen sich Pipettoren oder Diluter. Bevorzug erfolgt die 
Pipettlerung so, daB an der PIpettenspitze eine Meine 
Luftblase entsteht. Auf diese Weise kann erreicht wer- 
< den. daB keineTrOptehen von der Pipette abfeillen. 

Die mit der Suspension gefuIHe Pipette wird zur 
Abscheidung der Mikropartikel an einen Magneten 
herangefuhrt Oder der Magnet an die gefullte Pipette. 
Bevorzugt wird der Magnet an eine Stelle der Pipetten- 
wand gebracht die sich wenige Millimeter unter der ROs- 
sigkeitsoberfiache bef indet. Ist der Magnet ausreichend 
stark und erstreckt sich seine Oberfldche weit genug in 
Richtung auf die PIpettenspitze, so genOgt eine Posrtio- 
nierung, urn die in der Russigkeit suspendierten 
Mikropartikel abzuschekien. Ist dies nicht der Rail, so 
kann der Magnet entlang der PipettenauBenwand in 
Richtung auf die Pipettenspitze bewegt werden, um eine 
volistdndige Abscheidung zu gewdhrleisten. 

Nach Abscheidung der Mikropartikel an der Innen- 
wandung der Pipette wird die von Mikropartikein befreite 
FIQssigkeit aus der Pipette ausgestoBen. Zum Waschen 
wird nun eine zweite FlOssigkeit tn die Pipette aufgenom- 
men. Dies kann geschehen, wdhrend sich der Magnet 
weiterhin an der Wandung der Pipette bef indet oder der 
Magnet kann zuvor von der Pipette entfernt worden sein. 
Bei der ersten Vorgehensweise werden die abge- 
schiedenen magnetischen Mikropartikel durch vorbeis- 
trOmende ROssigkert gewaschen, wdhrend im zweiten 
Fan eine zuntindest teitweise Aufwirbelung der Mikropar- 
tikel erfolgt. 

Sowohl bei der FIQssigkeit in der die magnetischen 
Mikropartikel suspendiert sind, als auch bei der Was- 
chflOssigkeit kann es sich um Wasser oder ein inertes 
Fluid handeln. Bevorzugt enthaKen die FIQssigkeiten 
Detergenzien, da dies die Waschwirkung steigert. Ers- 
taunlicherweise hat sich gezeigt, da3 abgeschiedene 



Mikropartikel besser in Flussigkerten mit Detergenzien 
resuspendiert und mit solchen FIQssigkeiten auch leich- 
ter vollstandig aus der Pipette ausgestoBen werden kon- 
nen. 

5 FQr einen einfachen WaschprozeB kOnnen die 
Mikropartikel direkt mit der FIQssigkeit ausgestoBen wer- 
den. Ist ein weiteres Waschen erforderlich. so kftnnen 
die Mikropartikel nach dem bereits beschriebenen Ver- 
fahren in WaschftOssigkeH suspendiert und emeut an 

10 der Wandung niedergeschlagen werden. 

Die Effizienz eines Waschvorganges wird dadurch 
beeinfluBt. wie vollstandig die abgeschiedenen 
Mikropartikel in der WaschflQssigkeit resuspendiert wer- 
den kOnnen und ob ein quantitativer AusstoB der 

IS Mikropartikel aus der Pipette mOglich ist Es ist daher 
bevorzugt, abgeschiedene Mikropartikel in der Wte- 
chflQsslgkeit zu resuspendieren. Dies kann erfolgen, 
indem der Magnet von der Pipettenspitze entfernt wird 
bevor die WaschftQssigkeit in die Pipette aufgenommen 

20 wird. Die durch Aufwiifoetung erfdigende. teilweise Sus- 
pension temn unterstOtzt werden, indem der Magnet von 
derder Abscheidungsstelle entgegengesetzten Seitean 
die Pipette herangefQhrt wird. Auf der Wandung at>ge- 
schiedene magnetische Mikropartikel werden so von der 

25 VtendunQ gelOst Der Magnet dad bei deser Vorgehens- 
weise nicht zu lange von der entgegengesetzten Seite 
einwirken. da sonst eine emeute Abscheidung der mag- 
netischen Mikropartikel erfolgt Anstatt den Magneten 
von der entgegengesetzten Seite an die Pipette heran- 

30 zufQhren, ist es ebenfalls mdglich, die Pipette als solche 
um ihre LSngsachse zu drehen. Zur Resuspension 
abgeschiedener magnetischer Mikropartikel ist es eben- 
falls moglich, einen mechanlschen RQttler oder eine 
Uttraschallvon-ichhjng zu Installieren. Die beschrie- 

35 benen Verfahren zur Resuspension konnen auch ange- 
wendet werden. um die Mikropartikel mit der FIQssigkeit 
aus der Pipette auszustoBen. Bevorzugt wird eine Ent- 
fernungder Mikroparttkel aus der Pipette jedoch dadurch 
enreicht. daB die Mikropartikel an einer Wandung der 

40 Pipette abgeschieden und durch Relattvbewegung von 
Pipette und Magnet in der Pipettenspitze gesammelt 
werden. Hierzu wird die Pipette in ihrer Ldngsrichtung 
von der Oberkante der RQssigkeit bis zu ihrer Spitze am 
Magneten vorbeibewegt Nachfolgend wird die FlQssig- 

45 ke'rt aus der Pipette ausgestoBen und spQIt die in der 
Pipettenspitze gesammelten Mikropartikel mit. 

Zur Erfindung gehOrt weiterhin ein Verfahren zur 
DurchfQhrung einer Analyse mit den Schritten Bereitstel- 
lung einer Suspension von magnetischen Mikropartikein 

so in einer ersten FlOssigkeit, Inkubation der Suspension 
mit einem Analyten. Aufnehmen des Reaktionsgeml- 
sches in eine Pipette, FQhren der Pipette an einen Mag- 
neten Oder FQhren des Magneten an die Pipette, 
AusstoB der flQssigen Phase aus der Pipette, Aufneh- 

55 men einer Systemfiassigkeit in die Pipette, Entfernen der 
Pipette vom Magneten, AusstoBen der Systemflussig- 
keit mit den Mikropartikein in ein AuffanggefaB und Bes- 
timmung der Analytkonzentratlon aufgrund spezlfischer 
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Eigenschaften der Systemf iQssigkeit oder der Mikropar- 
tikei. 

Die bereits beschriebenen Verfahren zur Abschei- 
dung und W^hung von Mikropartikein kOnnen inneilv 
alb eines Analyseprozesses eingesetzt werden. Die s 
magnetischen Mikropartike! werden hierzu mit einem 
Analyten. z. B. Blut. Plasma. Serum. Speichel, Qewebs- 
flussigkeit Urin inkubiert. Bei der Inkubation birxiet der 
zu bestimmende InhaHsstoff des Analyten entweder 
direkt Oder Qber einen Vermittier an die Besclilchtung io 
des Mikropartikels. Die mOglichen Verfahren zur Durch- 
fQhrung heterogener Immunoassays und auch die Ver- 
wendung magnetischer Mikropartikel in diesen Assays 
ist im Stand der Technik bekannt, so daB an dieser Stelle 
nicht naher darauf eingegangen wird. is . 

Die folgenden Schritte des Analyseverfahrens ver- 
laufen analog dem Waschvorgang. Im Analyseverfahren 
wird jedoch statteinerWaschf IQssigkeit eine Systemf IQs- 
sigkeit in die Pipette aufgenommen. Diese SystemflOs- 
sigkeit kann Wasser oder eine inerte FlQssigkeit sein, die 20 
Detergenzien, Reagerzien oder HilfsstoHe enthaiL 
Nachdemdie Mikropartikei mrtder Systemf tussigkehaus 
der Pipette ausgestoBen worden sind. reagiert der an 
den Magnetbeads gebundene Analyt mit einem immu- 
nologiscti wirKsamen Reagenz. Dies kann z. B. ein 25 
AntikOrper. der eine Markierung (z. B. ein Enzym. Ruthe- 
nium-Label) tragt. sein. Der Nachweis der gebundenen 
Analytmenge erfblgt bevorzugt nach nochmaligem 
Waschen mit den in der Immunologie Qblichen Was- 
chlOsungen. Die Detektion des Analyten kann z. B. Qber 30 
eine Fart)reaktion erlolgen. Bei einem bevorzugten Ver- 
fahren werden die Mikropartikel in einer MeBzelle abge- 
schleden und hier ein MeBsignal (Fartbildung. 
Fluoreszenz} erzeugt. Besonders bevorzugt ist die 
Erzeugung einer Eiektrochemilumineszenzreaktion mit 3S 
den Mikropartikein. wie dies in der PatentanmeUung 
WO 89/10551 beschrieben isL 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele 
veranschaulicht und genauer spezifiziert. 

40 

Figurl: Vorrichtung zum Abscheiden von 

magnetischen Mikropartikein 
Figur2: Zeitlicher Verlauf der Abscheidung 

mit verschiedenen Mikropartikein 
RgurS: Auswirkung der W^schung von 4S 

Beads auf die Enpfindlichkeit eines 

Immunoassays 
Figur 4a bis 4d: Vorgehensuveisen zur Waschung 

von Beads 

so 

Figur 1 zeigt eine erfindungsgemSBe Vorrichtung 
zum Abscheiden und zur Waschung von mag- 
netischen Mikropartikein. Das Pipettenoberteil (1) 
ist ein zylindrischer MetallkOrper. auf den das Pipet- 
tenuntertell (2) aufgesteckt ist. Das Pipettenunterteil 55 
(2) ist ein Kunststoff-Tip der Firma Eppendorf. Ober- 
und Unterteii der Pipette sind durch einen Kanal (3) 
miteinander verbunden. Im Pipettenoberteil (1) ist 
eine Pumpenvorrichtung mit Kblben(5) und Zylinder 



(4) direkt integriert. Durch eine Bewegung des KbI- 
bens (5) innerhalb des Zylinders (4) kann eine RQs- 
sigkeit (7) in das Pipettenunterteil (2) aufgenommen 
und aus diesem abgegeben werden. Das Pipetten- 
oberteil (1 ) ist mechanisch m'rt einem X, Y, Z-Arm (6) 
eines Analyseautomaten verbunden. Die Pipette 
kann demnach in alien drei Raumrichtungen bewegt 
werden. Rgur 1 zeigt ebenfalls einen Magneten (8), 
der sich in der Nflhe einer AuBenwandung des 
Pipettenunterteiles (2) befindet. Aus dem oberen 
Teil der FlQssigkeit (7) sind durch die magnetischen 
Anziehungskrafte Mikropartikel (9) an der Innen- 
wandung des Pipettenunterteiles (2) abgeschieden 
worden. 

Figur 2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Abscheidung 
verschiedener Mikropartikel in einer Pipette mit 
einem maximalen lnnendurchmesservon4 mm. Als 
Magnet wurde ein Stabmagnet mit einer mag- 
netischen RuBdichte von etwa 2 Gauss verwendet. 
Die Fiache des Magneten, die an die Pipette 
herangebracht wurde, hatte AusmaBe von 15 mm x 
5 mm. Der auf der Y-Achse aufgetragene Anteil von 
in der Suspension verbliebenen Beads wurde bes- 
timmt. indem der Magnet fur eine bestimmte, auf der 
X-Achse angegebenen Dauer an das Pipettenunter- 
teil herangefuhrt wurde und nach dieser Zeit die 
Suspension aus der Pipette ausgestoBen wurde. 
Die in der Suspension verbliebenen Beads wurden 
aufgrund einer immunok)gischen Reaktion nach- 
gewiesen. 

Beads der Firma Dynal weisen einen 
Durchmesser von 2.8 yum auf. wdhrend die 
Mikropartikel der Rrma Rhdne Poulenc eine 
Durctimesserverteilung von O.Sbis 2 |un aufweisen. 
Aus Figur 2 ist zu erkennen, daB unabhdngig von 
der Sorte venwendeter Beads nach ausrelchender 
Zeit eine annahernd quantitative Abscheidung erre- 
icht werden konnte. Mit Beads der Firma Dynal war 
die Abscheidung bereits nach etwa 10 Sekunden 
voilstandig. 

Rgur 3 zeigt die Auswirkung von Waschschritten auf 
die Empftndlichkelt eines Immunoassays. FOr den 
Versuch wurden Beads der Firma Dynal venwendet 
die mit Streptavidin beschichtet sind. 

Zur DurchfOhrung des Versuches wurden jew- 
eils 50 pJ Puffer, die eine Suspension von Dynal 
Streptavidin Beads (600 loig Beads^mO entiialten, in 
einem ReaktionsgefaB vorgelegt. Darauf wurden 40 
\i\ Hepatitis C-Virus-Antigene, die mrt Biotin gekop- 
pelt sind. zugegeben. Das Gemisch wurde mit 10 ^l 
Probe von Hepatitis C-Virus-haWgem Serum mit 
unterscNedlichem IgQ-Gehalt versetzt und fOr 25 
Minuten bei 37 ''C inkubiert 

Die Beads wurden nach dem in Rgur 4d 
beschriebenen Verfahren gewaschen. Nachquanti- 
tativer Oberfuhrung der Beads in ein Reaktionsge- 
faB wurden 50 |il Puffer und polyMonale AntikOrper 
gegen humanes IgG aus Schaf. markiert mit Ruthe- 
nium, zugegeben. Zur Bestimmung der Ruthenium- 
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markierung wurdedie Elektrochemilumineszenz mit 
der in WO 89/10551 beschriebenen Versuchsanor- 
dnung gemessen. 

Die Fiouren 4a bis 4d zeigen mOgliche Vorgehens- 
weisen zur Waschung von Beads. Zur Abtrennung 
der Beads wurde eine Pipette mit einer 1 00 Spitze 
- verwendet. Die Pipette war test fixiert und ein starker 
Dauermagnet wurde Qber eine Schlene immer in 
einer definierten HOhe an die Wand der PIpettens- 
pitze angelegt. Nach einer Zeit von ca. 5 - 10 sec. 
waren die Beads quantitativ (>95 %) an der Wand 
fixiert. Der Clberstand wurde verworfen und die 
Beads konnten durch mehrmaliges Pipettieren von 
Wasser bzw. Puffer gewaschen werden. Zur quan- 
titatlven UberfOlirung der Beads In die Reaktionsge- 
faBe warden die In den Figuren 4a I)l8 4d 
dargestellten Verfahren untersudit. Als besonders 
vorteilhaft hat sich die in Figur 4d dargestellte Was- 
chprozedur enAriesen. Die Beads werden zundchst 
aus der in der Pipette enthaltenen Suspension 
abgeschleden und die RQsslgkeit aus der Pipette- 
ausgestoSen. wahrend sich der Magnet an der 
Pipettenwand bef Indet und somit die Beads festhait 
wird Waschwasser In die Pipette aufgenommen. 
Dieses Waschwasser wird aus der Pipette aus- 
gestoBen und erneut frisches Waschwasser aufg- 
enommen. Die Pipette wird nun langsam nach oben 
bewegt. so daB die Beads von den Magneten In die 
Pipettenspitze transportiert werden. Im 7. Schritt 
wird die FIQssigkeit aus der Pipette ausgestoBen, 
wobei diese die in der Pipettenspitze befindlichen 
Beads nutreiBt. Nach diesem Schritt wird die Pipette 
mit Waschwasser nachgespQIt 

Bezugszeichenliste 

1) Pipettenoberteil 

2) Pipettenuntertell 

3) Kanal 

4) Zyllnder 

5) Kolben 

6) XYZ-Arm 

7) FIQssigkeit 

8) Magnet 

9) MIkropartikel 

PatentansprQche 

1. Vorrichtung zum Abscheiden von magnetischen 
Mikropartikein aus einer Suspension von mag- 
netischen MIkropartikeIn in einer FlQssigkert durch 
eIn magnetisches Feld. die 

eine Pipette, 

- eine an die Pipette angeschlossene Pumpe. 

- einen Magneten, 

- und eine Vorrichtung zur Bewegung der Pipette 
In Richtung auf den Magneten und von diesem 
weg Oder eine Vorrichtung zur Bewegung des 



Magneten zur Pipette und von dieser weg bein- 
haltet, 

wobei die Abscheklung der Mikropartiket an der 
5 Innenwandung der Pipette erfolgt 

2. Verfahren zum Waschen von magnetischen 
Mikropaltikein mit den Schritten 

10 a) Bereitstellen einer Suspension von mag- 

netischen Mikropartikein in einer ersten FIQs- 
sigkeit, 

b) Aufnehmen der Suspension in eine Pipette, 

c) Fuhren der Pipette an einen Magneten oder 
IS FQhren des Magneten an die Pipette, 

d) AusstoB der ersten RQsslgkeit aus der 
Pipette. 

e) Aufnehmen einer zweiten RQssigkeit in die 
Pipette, 

20 f) Entfernen der Pipette vom Magneten 

g) AusstoBen der zweiten RQsslgkeH mit den 
Mikropartikein aus der Pipette in eIn Auffangge- 
faB. 

25 3. Verfahren zur Durchf uhrung einer Analyse mit den 
Schritten 

a) Bereitstellen einer Suspension von mag- 
netischen Mikropartikein in einer ersten RQs- 

30 sigkeit, 

b) Inkubation der Suspension mit einem Ana- 
lyten. 

c) Aufnehmen des Reaktlonsgemlsches aus 
Schritt b) in eine Pipette, 

35 d) FQhren der Pipette an einen Magneten oder 

FQhren des Magneten an die Pipette, 

e) AusstoB der flussigen Phase aus der Pipette 

f) Aufnehmen einer SystemflDssigkeit In die 
Pipette, 

40 g) Entfernen der Pipette vom Magneten, 

h) AusstoBen der SystemflDssigkeit mit den 
Mikropaltikein in ein AuffanggefaB, 

i) Bestlmmung der Analytkonzentration aufgr- 
und spezif ischer Elgenschaften der Systemf IQs- 

45 sigkelt Oder der MIkropartikel aus Schritt h). 

4. Verfahren gemdB Anspruch 3, bei dem die Bestlm- 
mung der Analytkonzentration in Schritt i) Qber eine 
immunologrsche Reaktion mit einem markierten 

so Immunologischen Reagenz erfolgt und die Marki- 
erung des Immunologischen Reagenz nachgewi- 
esen wild. 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der entweder 
55 die Pipette urn ihre Langsachse drehbar 1st oder der 

Magnet von einer Vbmchtung um die Langsachse 
der Pipette rotiert werden kann. 



6 



11 



EP0 691 541 A2 



6. Vorrichtung gemflO Anspruch 1 . bei der die Vorrich- 
tung zur Bewegung der Pipette die Pipette auch in 
Richtung ihrer Langsachse bewegt. 

7. Vorrichtung gemas Anspruch 1 . bei der die Pipette s 
aus einer Rdhre besteht. auf die ein Tip aufgesteckt 
ist. 

8. Vbrrichtung gemSB Anspruch 3, die zusfltzlich eine 
Vbrrichtung zur Abscheidung von Magnetpartikeln, io 
eine Strahlungsquelle zur Durchstrahlung des 
Pipetteninhaltes und einen Strahlungsempfanger 
zur Detektierung der von der Strahlungsquelle aus- 
gesandten Strahlung besftzt. 

IB 

9. Vbrrichtung gemAB Anspruch 1, in welcher der 
Pipettierarm eines Analyseautomaten als Vorrich- 
tung zur Bewegung der Pipette venwendet wird. 

10. Verfahren gemdB Anspruch 2 oder 3. bei dem 20 
Pipette und Magnet in Richtung der Pipetteniang- 
sachse, beginnend in der Ndhe der Flussigkeitso- 
berkante innerhab der Pipette, in Richtung auf die 
Pipettenspitze aneinander vorbeibewegt werden, so 
daB sich an der Wandung abgeschiedene Magnet- 2S 
partilcei in der Pipettenspitze sammeln. 

11. Verfiahren gemdS Anspruch 2 Oder 3, bei dem vor 
Schritt f) entweder die Pipette urn ihre [.angsachse 
gedreht Oder der Magnet urn die Pipette herunnge- so 
fuhrt wird. so daB eine Suspension der abge- 
schiedenen magnetischen Mikropartil^l in der 
zweiten RQssigkeit oder der SystemfiOssigkeit 
erfolgt 

35 

12. Verfiahren gemdB Anspruch 2, bei dem die Schritte 

• Aufnehmen einer RQssigkeit in die Pipette 

• AusstoBen der RQssigkeit aus der Pipette 

40 

ein- Oder mehrnnals wiederhott werden, nachdem 
Schritt d) durchgefuhrt wurde. 

1 3. Verlahren gemdB Anspruch 2 oder 1 2. bei dem erste 
und/oder zweite RQssigkeit Detergenzien enttialten. 4s 



so 
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